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Capitolo 1 
Parte introduttiva 
 
1.1   Anatomia e fisiologia             
dell’occhio 
 
L’occhio è l’organo principale dell’apparato visivo, di forma pressoché sferica, è situato 
all’interno della cavità orbitale, dove occupa approssimativamente un terzo del volume 
ed è composto principalmente da vasi sanguigni, muscolatura e tessuto adiposo. I 
costituenti principali dell’organo visivo sono: 
• il bulbo oculare, organo pari e simmetrico situato all’interno della cavità 
orbitale, deputato alla ricezione degli stimoli luminosi; 
•  le vie ottiche, ossia un insieme di fibre nervose che si dipartono dal bulbo 
oculare per raggiungere la corteccia cerebrale; 
• gli annessi oculari, composti da strutture accessorie di varia natura e funzione, 
situate intorno al bulbo oculare. 
 
1.1.1 Il bulbo oculare 
  
Il bulbo oculare, contenuto per cinque sesti all’interno delle cavità orbitaria formata da 
tessuto osseo, è un organo sferoidale leggermente appiattito in senso verticale, la cui 
parete è formata da tre tonache concentriche:  
• tonaca esterna o fibrosa, che protegge le strutture più interne e si differenzia in 
sclera posteriormente ed in cornea anteriormente; 
• tonaca intermedia o vascolare, che prende il nome di uvea, rappresentata 
posteriormente dalla coroide, medialmente dal corpo ciliare ed anteriormente 
dall’iride; 
• tonaca interna o nervosa, formata interamente dalla retina. 
 
Il globo oculare non è una sfera solida, ma contiene una grande cavità divisa in due 
parti: 
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• la cavità anteriore, costituita a sua volta da camera anteriore e camera 
posteriore, si trova davanti alla lente. La camera posteriore è delimitata 
dall’iride e dal cristallino, mentre la camera anteriore è delimitata dall’iride e 
dalla cornea. L’umore acqueo, liquido trasparente ed acquoso, riempie 
entrambe le camere. Non è ancora noto il meccanismo secondo il quale si 
forma l’umore acqueo: esso deriva principalmente dal sangue che circola nei 
capillari dei corpi ciliari. Inoltre è probabile che i capillari secernano 
attivamente l’umore acqueo all’interno della camera posteriore, ma anche un 
passaggio per filtrazione passiva dal sangue papillare può contribuire alla sua 
formazione; 
• la cavità posteriore, è molto più grande di quella anteriore, poiché essa occupa 
tutto lo spazio che si trova dietro alla lente; contiene il corpo vitreo, una 
sostanza che ha consistenza gelatinosa. 
 
                      
                             Fig 1.1 Anatomia dell’occhio    
 
La cornea 
La cornea è una membrana trasparente priva di vasi ma ricchissima di fibre nervose; ha 
un’area di superficie di circa 1,3 cm² ed aspetto di calotta sferica con raggio di 
curvatura inferiore a quello della sclera, perciò è sporgente rispetto alla circonferenza 
oculare. La cornea è composta dall’esterno verso l’interno da 5 strati, che sono: 
• epitelio pavimentoso, normalmente a contatto con l’aria, in condizioni di 
chiusura delle palpebre viene a trovarsi a contatto con la congiuntiva 
palpebrale con solo l’interposizione del film lacrimale. E’ costituito da cinque a 
otto piani di cellule, ricche di tonofibrille ed unite da desmosoni; 
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• membrana di Bowman o lamina elastica anteriore, consiste in una ricca rete di 
fibre di collagene, immersa in una matrice amorfa cementante; 
• stroma o sostanza propria, è lo strato fondamentale e prevalente per spessore 
della cornea ed è formato da circa cinquanta lamelle, sovrapposte in diversi 
piani, di sostanza amorfa glicoproteica, all’interno della quale si trovano fasci di 
fibre di collagene posti ortogonalmente tra loro, in modo da annullare la 
diffrazione della luce causata dai singoli piani. Negli spazi tra le lamelle si 
trovano le cellule corneali o cheratociti, di natura connettivale e di forma 
appiattita, provviste di prolungamenti lamellari.  
• membrana di Descemet o lamina elastica posteriore, è prodotta dalle cellule 
dell’endotelio corneale sottostante; il suo spessore è in relazione alla specie e 
all’età.  
• endotelio corneale, è costituito da un singolo strato di cellule appiattite di 
forma poligonale, che delimita anteriormente la camera anteriore. 
La cornea contiene circa il 78% d’acqua, insieme al collageno (12-15%) e proteoglicani 
(1-3%), quali maggiori elementi strutturali. Altri componenti sono le proteine solubili, 
le glicoproteine ed i lipidi. Nella cornea sono anche presenti soluti a basso peso 
molecolare ed elettroliti, quali Na⁺ e Cl⁻, il cui trasporto gioca un ruolo fondamentale 
nel controllo dell’idratazione. Essendo la cornea un tessuto non vascolarizzato, i 
composti necessari per mantenerla vitale, quali ossigeno e glucosio, sono forniti 
rispettivamente dal film lacrimale e dall’umore acqueo [Maurice et al., 1984]. 
 
La sclera 
La sclera è una membrana compatta di colore biancastro dotata di marcata consistenza 
ed elasticità; confina anteriormente con la cornea e posteriormente con il nervo ottico.  
In realtà il colore della sclera cambia col trascorrere degli anni, infatti risulta 
leggermente azzurra in età infantile, biancastra nell’adulto ed infine tendente al giallo 
in età senile.  
Essa ha compito di contenimento, di mantenere la pressione intraoculare, di agire 
come strato protettivo e come supporto per i muscoli extraoculari. 
 
L’uvea 
L’uvea è uno strato riccamente vascolarizzato che giace tra la sclera e la 
retina, con funzione nutritizia grazie alla presenza dell’arteria oftalmica; si 
struttura nel modo seguente: 
• iride, in continuazione con il corpo ciliare, è la parte colorata dell’occhio 
costituita da fibre muscolari lisce circolari e radiali disposte a formare una specie di 
anello con un orifizio centrale denominato pupilla. Rappresenta il sistema capace di 
regolare l’intensità luminosa e la profondità di campo;  
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• corpo ciliare, contiene il muscolo dell’accomodazione ed è collegato al cristallino; 
• coroide, membrana connettivale di colore bruno per la presenza di cromatofori 
e di numerosi vasi sanguigni, riveste internamente la sclera e si interrompe solo a 
livello del forame ottico, dal quale si assottiglia progressivamente fino a raggiungere 
l’ora serrata, il confine con il corpo ciliare. 
 
La retina 
La retina è la più interna delle membrane dell’occhio ed è incompleta, in 
quanto non è presente nella parte anteriore. E’ una membrana molto sottile 
trasparente in condizioni normali. Nel complesso, essa è composta da due 
strati: 
• lo strato esterno, formato da uno strato di cellule pigmentate; 
• lo strato interno, a struttura molto complessa formato principalmente 
da catene di neuroni a conduzione centripeta, dove si trovano dall’esterno 
all’interno: i neuroni fotorecettori, i neuroni bipolari e i neuroni 
ganglionari. 
L’apporto di sangue alla retina viene svolto dai capillari coroidali e dall’arteria 
retinale centrale, una diramazione dell’arteria oftalmica. 
 
Il corpo vitreo 
Il corpo vitreo, di massa gelatinosa, si trova all’interno della cavità posteriore 
dell’occhio. Questo materiale semisolido ha la funzione di conservare una 
pressione intraoculare sufficiente a prevenire il collasso del globo oculare. 
Oltre ad avere funzione di sostegno, ha anche funzione diottrica. 
Umore acqueo e umore vitreo, cornea e cristallino, hanno lo scopo di regolare il 
decorso dei raggi luminosi che penetrano nel bulbo e raggiungono la retina [Soman et 
al., 2003]. Il basso contenuto molecolare e cellulare è essenziale per mantenere la 
trasparenza. Il corpo vitreo non contiene vasi sanguigni e il suo nutrimento deriva dalle 
strutture che lo circondano, come la coroide, i corpi ciliari e la retina. Tra le funzioni del 
vitreo, è possibile individuare: assorbimento degli shock, sostegno della forma 
dell’occhio e della superficie posteriore delle lenti, permettere la circolazione di 
metaboliti e nutrienti. 
 
Il cristallino 
Il cristallino è una struttura trasparente dalla consistenza elastica e solida, 
e dalla forma biconvessa, situata tra l’iride e il corpo vitreo. Tale organo 
di natura epiteliale è privo di vasi sanguigni e di nervi, in quanto coinvolto 
nel meccanismo dell’accomodazione; ed è racchiuso in una capsula connessa 
con il corpo ciliare tramite il legamento sospensore; con l’età il cristallino 
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perde alcune delle sue caratteristiche biofisiche quali elasticità e trasparenza, 
risultando perciò diminuito il potere accomodativo. 
 
1.1.2    Le vie ottiche 
 
Le fibre nervose provenienti dalla retina, ad un certo livello si raccolgono 
in fasci per costituire il nervo ottico, fondamentale per la trasmissione delle 
informazioni visive dalla retina al cervello. Il nervo non è rettilineo, ma forma 
un’incurvatura ad S che consente all’occhio di svolgere i propri movimenti di 
rotazione senza l’inconveniente dello stiramento del nervo. 
 
1.1.3 Gli annessi oculari 
 
Gli annessi oculari (Figura 1.2) sono strutture accessorie disposte intorno 
all’occhio e comprendono: 
• le palpebre, formazioni muscolari cutanee che consentono di occludere, 
in stato di contrazione, la parte anteriore del bulbo; esse costituiscono 
un elemento protettivo per il bulbo oculare e la cornea in particolare, 
anche grazie alla presenza delle ciglia al loro margine. 
• le congiuntiva, una mucosa che riveste la porzione anteriore della sclera 
(congiuntiva bulbare) e, continuando posteriormente e ripiegandosi in 
avanti (fornice congiuntivale), riveste anche la superficie interna delle 
palpebre (congiuntiva palpebrale). 
• l’apparato lacrimale, costituito dalle ghiandole lacrimali e dalle vie 
lacrimali. Le ghiandole lacrimali sono situate nell’angolo superiore delle rispettive 
orbite. Esse hanno funzione di secernere ininterrottamente il liquido lacrimale, 
il quale facilita lo scorrimento delle palpebre sul globo oculare, rimuove le particelle 
che si depositano sulla superficie ed impedisce gli effetti dannosi che sarebbero causati 
agli epiteli dall’evaporazione degli umori. 
Le lacrime, che si riversano di continuo nel sacco congiuntivale e che 
si raccolgono presso l’angolo mediale dell’occhio, attraverso i punti lacrimali 
penetrano nei condotti lacrimali ed attraverso il dotto nasolacrimale 
sboccano nel meato nasale inferiore. Wolff nel 1954 ha descritto per primo il film 
precorneale come una struttura a tre strati: lo strato mucoso più profondo, adiacente 
all’epitelio corneale; il componente principale di questo strato è la mucina, la quale 
agisce come agente bagnante e serve da ponte tra la superficie epiteliale della cornea 
e lo strato acquoso salino, posto immediatamente al di sopra dello strato mucoso. Lo 
strato mucoso è secreto principalmente dalle cellule caliciformi che si trovano sulla 
superficie congiuntivale. Lo strato acquoso intermedio costituisce la parte più cospicua 
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del film lacrimale. Esso è composto da acqua, elettroliti, proteine, cellule, ed è secreto 
dalle ghiandole lacrimali principali ed accessorie. Lo strato lipidico costituisce lo strato 
superficiale del film lacrimale, consiste di una miscela di cere ed esteri del colesterolo 
ed è secreto dalle ghiandole di Meibomio, dalle ghiandole di Zeis e dalle ghiandole di 
Moll. Esso svolge una funzione molto importante in quanto protegge la cornea 
dall’essiccamento rallentando la velocità di evaporazione dello strato acquoso 
sottostante [Maurice et Mishima,1984]. 
 
 
 
Fig 1.2 Annessi oculari 
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1.2   La terapia oftalmica 
 
Un’efficace terapia oftalmica prevede il rilascio ed il mantenimento di un’adeguata 
quantità di farmaco al suo sito d’azione, ma la struttura anatomica 
ed i processi fisiologici dell’occhio svolgono un’efficiente funzione di difesa 
nei confronti di qualsiasi sostanza estranea all’occhio stesso. Il trattamento 
di molte patologie oculari è quindi ostacolato dalla difficoltà di penetrazione 
dei farmaci somministrati sia per via sistemica che per via topica nelle 
strutture interne dell’occhio. Entrambi gli approcci infatti comportano l’instaurarsi 
di fenomeni fisiologici e fisici che non permettono il raggiungimento di concentrazioni 
terapeutiche di farmaco al sito di azione. 
 
1.2.1 La somministrazione sistemica 
 
La somministrazione sistemica dei farmaci, spesso, non consente di raggiungere 
concentrazioni terapeutiche nell’occhio a causa della presenza di un complesso 
di barriere, definita barriera emato-oculare, composta da una barriera 
emato-retinica e da una barriera emato-acquosa, che impedisce la penetrazione 
di sostanze, quali i farmaci, all’interno del corpo vitreo. 
Le due barriere manifestano una diversa selettività dipendente dalla liposolubilità dei 
farmaci: quelli con liposolubilità media o elevata attraversano entrambe le barriere, 
mentre i farmaci scarsamente liposolubili trovano un maggiore ostacolo alla 
permeazione nella barriera emato-retinica. 
Inoltre, anche il grado di legame con le proteine plasmatiche può influenzare 
il passaggio attraverso le barriere: quanto maggiore sarà questo legame, tanto 
minore sarà la concentrazione ematica di farmaco libero e, di conseguenza, 
tanto minore sarà la velocità di penetrazione nell’occhio. Altro fattore da tenere 
in considerazione è la velocità di metabolizzazione o di eliminazione del 
farmaco che se è elevata causa una rapida diminuzione della sua concentrazione 
congiuntivale e determina quindi un minore assorbimento di farmaco a 
livello oculare [Drago, 2006 ]. 
 
1.2.2 La somministrazione topica 
 
Nella cura di patologie oftalmiche oggigiorno, pur disponendo di diverse tecniche 
e strategie di dosaggio allo scopo di ottenere concentrazioni di principio 
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attivo efficaci nell’occhio, i farmaci vengono somministrati per via topica, 
instillandoli o comunque applicandoli nell’area precorneale. Questi, per penetrare 
nelle strutture più interne dell’occhio devono superare alcune barriere 
esterne, rappresentate dagli epiteli della cornea e della congiuntiva. 
 
Soluzioni e sospensioni 
Il collirio è la forma farmaceutica oftalmica più comunemente usata ed accettata 
dai pazienti per la facilità con cui è possibile eseguire l’automedicazione. 
I colliri presentano anche alcuni vantaggi sul piano industriale: sono di semplice 
preparazione, filtrazione e sterilizzazione. Tuttavia la biodisponibilità del farmaco dopo 
istillazione di tale forma è relativamente bassa, 0,5-2%, a causa di una serie di 
fenomeni descritti dettagliatamente nel paragrafo successivo. 
Veicoli semisolidi 
L’aggiunta di viscosizzanti (polimeri idrofili naturali, semisintetici o sintetici) 
alle soluzioni acquose è un possibile metodo per ottenere un aumento della 
saturazione del film lacrimale, una riduzione della velocità di drenaggio della soluzione 
applicata e quindi un aumento del tempo di ritenzione del farmaco, con conseguente 
aumento della penetrazione intraoculare e dell’effetto farmacologico.  
I polimeri più diffusi vengono spesso utilizzati in concentrazioni fra l’1% e il 2% in 
quanto soluzioni troppo viscose possono provocare ammiccamento e lacrimazione 
riflessa con conseguente eliminazione del farmaco dall’occhio.  
Fra gli inconvenienti che possiamo riscontrare troviamo anche l’offuscamento della 
vista, per cui spesso è preferito utilizzare le formulazioni viscose nella terapia notturna 
ed occlusiva. 
Veicoli solidi: gli inserti 
Gli inserti oftalmici sono dispositivi solidi, che vengono inseriti nel sacco 
congiuntivale allo scopo di rilasciare lentamente il farmaco. In base al loro 
comportamento chimico-fisico gli inserti oftalmici possono essere classificati 
in inserti solubili ed insolubili. 
Sistemi oftalmici viscosi e mucoadesivi 
Le soluzioni o i geli che contengono polimeri bioadesivi aderiscono allo strato 
precorneale/congiuntivale di mucina ed instaurano forti interazioni fra i 
gruppi chimici del polimero e lo strato mucoso del tessuto. Tale fenomeno 
permette di mantenere il sistema a contatto con il tessuto per un lungo intervallo 
di tempo; il tempo massimo di permanenza del sistema è strettamente 
legato al turnover del muco. 
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1.2.3 Somministrazione topica: cinetica dei 
farmaci nell’area precorneale 
 
I farmaci oftalmici agiscono, generalmente, su siti di azione posti all’interno 
dell’occhio; la loro attività è quindi determinata dall’efficacia dell’assorbimento 
transcorneale e dalla quantità di principio attivo che raggiunge la camera anteriore. 
A causa della struttura esterna dell’occhio stesso, nella somministrazione topica 
di un farmaco spesso solo l’1% della dose somministrata raggiunge i 
tessuti del segmento anteriore dell’occhio. Non tutto il farmaco somministrato 
è disponibile per il passaggio transcorneale, in quanto intervengono 
diversi fattori precorneali di perdita, quali: 
• eliminazione per drenaggio 
• eliminazione per ammiccamento 
• secrezione lacrimale (turnover lacrimale) 
• diluizione da lacrimazione indotta 
• scarsa permeabilità corneale e sclerale alle sostanze estranee 
• binding con le proteine lacrimali 
• assorbimento congiuntivale e sclerale 
• evaporazione lacrimale 
• metabolismo. 
 
Il fluido lacrimale ha un volume normale nell’uomo di 7 μL e la capacità 
massima del sacco congiuntivale è di circa 30 μL. Poiché una goccia di soluzione 
istillata ha un volume di 50 μL, al momento dell’applicazione vengono 
eliminati subito circa 20 μL che fuoriescono a livello del fornice congiuntivale 
oppure attraverso il sistema di drenaggio naso-lacrimale, dove, in parte, 
il farmaco subisce assorbimento sistemico. Un altro fattore che contribuisce 
all’allontanamento del farmaco dall’area precorneale è il turnover lacrimale. 
Nell’uomo esiste una certa variabilità individuale nella velocità di formazione 
del fluido lacrimale che può influenzare l’assorbimento corneale dei farmaci. 
Inoltre nei soggetti anziani, il flusso lacrimale è ridotto e questo può comportare 
un aumento dell’assorbimento corneale. La lacrimazione indotta, che 
consiste nell’aumento del flusso lacrimale, è un fenomeno spesso causato da 
uno stimolo irritativo e può portare ad una diminuzione della concentrazione 
del farmaco disponibile per l’assorbimento. Uno stimolo irritativo può essere 
costituito, per esempio, dal pH delle soluzioni che spesso, per ragioni di stabilità dei 
farmaci, si allontana dal valore fisiologico. 
Il legame del farmaco con le proteine del fluido lacrimale può ulteriormente 
ridurre la quantità del principio attivo libero disponibile per l’assorbimento. 
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E’stato infatti osservato che le molecole di farmaco legate alle proteine 
presenti nel fluido lacrimale (binding) non permeano la cornea. Questo fenomeno 
non ha comunque una grande rilevanza, in quanto il normale contenuto 
proteico (albumina, globuline, lisozima) delle lacrime è piuttosto basso (circa 
0,7 %, di cui lo 0,4% di albumina). Inoltre, con l’istillazione di soluzioni, la 
concentrazione proteica viene ulteriormente ridotta ed il drenaggio nasolacrimale 
elimina una parte del farmaco, sia libero che legato con le proteine.  
D’altra parte bisogna tenere conto che il turnover lacrimale è una fonte continua di 
proteine fresche, che possono legarsi con il farmaco e renderlo meno disponibile. 
 Qualora il farmaco non subisca legame con le proteine, è potenzialmente soggetto ad 
una degradazione enzimatica all’interno del film lacrimale da parte di enzimi in esso 
contenuti. La presenza di enzimi capaci di metabolizzare i farmaci ed i fenomeni di 
evaporazione nell’area precorneale possono anch’essi influenzare l’assorbimento 
transcorneale e di conseguenza la disponibilità e l’attività biologica dei farmaci.  
Un altro fenomeno che contribuisce alla perdita di farmaco é il cosiddetto 
“assorbimento non produttivo”, cioè l’assorbimento sistemico del farmaco da parte 
della congiuntiva palpebrale e sclerale [Patton, 1978; Pitelka et al., 1973].  
L’elevata area superficiale della congiuntiva (circa 5 volte maggiore di quella della 
cornea) e la sua buona permeabilità a diversi farmaci favoriscono questo fenomeno. 
A questi fattori va aggiunta la scarsa permeabilità della cornea.  
Riportando la concentrazione di farmaco in funzione del tempo si ottiene un grafico 
assolutamente analogo a quello ottenuto tramite dati di concentrazione ematica 
dopo somministrazione orale: in tale grafico la pendenza del tratto ascendente 
e quella del tratto discendente definiscono rispettivamente le costanti 
transcorneale di assorbimento (tra 1x10⁻³ e 5x10⁻³ min⁻¹) e di eliminazione 
(tra 0,5 e 0,7 min⁻¹). Quindi la velocità di eliminazione può essere da 500 
a 700 volte maggiore della velocità di assorbimento. In definitiva l’assorbimento 
e la disponibilità oculare dei farmaci dipendono in misura significativa dalle dinamiche 
del fluido lacrimale. 
La formulazione dei farmaci oftalmici deve perciò tener conto non solo della 
stabilità e della compatibilità del farmaco, ma anche dell’influenza della formulazione 
stessa sulle dinamiche del fluido precorneale. 
 
1.2.4  Le vie di permeazione 
 
La cornea, sebbene costituisca soltanto 1/6 della superficie totale dell’occhio, 
rappresenta la via principale attraverso la quale i farmaci raggiungono le 
strutture più interne dell’occhio. I farmaci possono attraversare la cornea 
attraverso due vie: la via paracellulare e la via transcellulare. 
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La permeazione paracellulare 
 
La permeazione corneale attraverso la via paracellulare comporta il passaggio 
attraverso gli spazi acquosi intercellulari e le giunzioni strette (tight-junctions). 
Le giunzioni strette impediscono il passaggio dei fluidi tra le cellule andando a formare 
attorno al perimetro cellulare una cintura continua, svolgono una funzione sigillante, 
uniscono le due cellule adiacenti senza lasciare interstizi, in modo che le molecole 
idrosolubili non filtrino facilmente tra una cellula e l’altra. Questo nello strato 
superficiale dell’epitelio corneale. Gli spazi intercellulari fra le membrane delle cellule 
sottostanti sono invece piuttosto ampi, cosicché anche molecole con peso di 40 kDa, 
iniettate in camera anteriore, possono diffondere anteriormente sino a raggiungere gli 
ultimi due o tre strati di cellule. 
La permeabilità delle giunzioni strette dipende da: 
 • grado di evoluzione degli epiteli [Pitelka et al., 1973]; 
• condizione di osmolarità e forza ionica dell’ambiente in cui si trova il 
tessuto [Humbert et al., 1976]; 
• presenza di farmaci, di vitamine e di ormoni; 
• risposte alle richieste fisiologiche. 
La via paracellulare è la via principale di permeazione passiva di piccoli ioni, tuttavia, 
dato che l’area totale superficiale della cornea in contatto con il fluido lacrimale 
attribuibile alla via paracellulare è piuttosto piccola, la maggior parte dei farmaci 
utilizzano la via transcellulare.  
 
La via transcellulare 
 
La permeazione attraverso la via transcellulare può avvenire in seguito alla 
ripartizione nei diversi tessuti o alla diffusione nei pori. Solo raramente il 
passaggio transcorneale avviene mediante carriers o per endocitosi. 
La cornea rappresenta un’importante barriera al passaggio dei farmaci regolata 
dalle differenti affinità chimico-fisiche del farmaco: la lipofilicità, definita 
dal coefficiente di ripartizione n-ottanolo/acqua; il pKa, che stabilisce 
in quale proporzione il farmaco è presente in forma dissociata e indissociata 
per uno specifico valore di pH, le dimensioni molecolari e le interazioni 
con la cornea. L’epitelio ha una funzione di deposito per molecole lipofile 
che permeano indipendentemente dalle loro dimensioni molecolari. Invece il 
passaggio transcorneale di composti a prevalente carattere idrofilo (polare) 
è molto scarso, a meno che non sia compromessa la struttura dello strato 
barriera, come nel caso in cui siano stati utilizzati tensioattivi cationici. 
Lo stroma corneale, data la sua compatta struttura connettivale, ha la capacità di 
rallentare la diffusione delle molecole. I composti con peso molecolare 
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superiore a 500.000 Da non hanno sufficiente mobilità nello stroma a meno 
che esso non sia edematoso. Lo stroma, costituendo più del 90% dello spessore 
corneale ed avendo carattere idrofilo, può agire come deposito per le molecole polari. 
L’endotelio invece, a causa del suo piccolo spessore, non ha alcuna funzione di riserva 
[Maurice et Mishima,1984]. 
In conclusione, affinché possa avvenire il passaggio di un farmaco attraverso 
la cornea, è necessario che la molecola abbia un opportuno bilancio tra lipofilicità e 
idrofilicità. Alcuni studi hanno dimostrato che esiste anche una via di penetrazione non 
corneale, rappresentata dal passaggio attraverso la congiuntiva e la sclera [Doane et 
al.,1978; Ahmed et al.,1985]. 
 
1.2.5 I metodi per aumentare la 
biodisponibilità 
 
Le numerose problematiche collegate alla terapia topica oftalmica hanno 
condotto allo sviluppo di metodi per aumentare la biodisponibilità. Questi 
metodi sono essenzialmente: 
• aumento del tempo di contatto del farmaco con la cornea mediante 
l’uso di soluzioni viscose o matrici solide; 
• modificazione della lipofilicità del farmaco mediante formazione di una 
coppia ionica o trasformazione in un profarmaco; 
• aggiunta di promotori di permeazione (enhancers) che siano in grado 
di alterare transitoriamente la struttura dell’epitelio corneale; 
• applicazione di un campo elettrico per favorire la permeazione dei 
farmaci ionizzabili attraverso la cornea (ionoforesi); 
• veicolazione del farmaco in sistemi particellari (quali ad esempio i liposomi). 
Gli approcci principalmente utilizzati per aumentare la biodisponibilità oculare 
sono quelli che aumentano il tempo di permanenza a livello precorneale, 
mediante l’aumento della viscosità e l’impiego di polimeri mucoadesivi. 
L’aumento di viscosità può avvenire per aggiunta di polimeri viscosi alla formulazione 
o utilizzando sistemi gelificanti in situ. Questi sistemi sono liquidi poco viscosi che 
subiscono un aumento di viscosità dopo essere stati instillati nel sacco congiuntivale, a 
causa di una variazione di pH, di temperatura o della presenza di ioni. 
I veicoli mucoadesivi sfruttano le caratteristiche di alcuni polimeri, generalmente 
idrocolloidi, di stabilire legami deboli con la mucina, una glicoproteina 
presente sulla superficie corneale. Questo può consentire un contatto 
prolungato con la superficie esterna della cornea, che permane fino a 
quando il normale metabolismo non porta alla completa eliminazione della 
medicazione. 
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Un promettente sistema innovativo per la somministrazione di farmaci oftalmici 
è rappresentato dalla ionoforesi, ovvero applicazione di un campo elettrico 
per favorire la permeazione di farmaci ionizzabili attraverso la cornea 
e/o la sclera. Questa tecnica, testata sperimentalmente, potrebbe risultare 
in futuro una valida alternativa alle iniezioni intravitreali. La ionoforesi oculare 
è tuttavia una tecnica di somministrazione di complessa applicabilità, 
in quanto necessita della messa a punto sia di un’apparecchiatura che di una 
forma farmaceutica idonea alla particolare sede di impiego. 
Uno dei più recenti sistemi di somministrazione di farmaci oftalmici è rappresentato 
dai liposomi. I liposomi sono stati studiati come sistemi di somministrazione 
per farmaci oftalmici mediante instillazione topica, oppure mediante 
iniezioni sottocongiuntivali o intravitreali. Inoltre, anche la somministrazione 
sistemica di liposomi permette di indirizzare i farmaci incapsulati ai siti d’azione 
nell’occhio. La capacità di incapsulare i farmaci all’interno di nanosfere e di liposomi 
garantisce anche una maggiore protezione del principio attivo dalla degradazione 
fisiologica e dall’allontanamento, e una maggiore esposizione del farmaco al 
meccanismo di rilascio controllato che il carrier instaura.  
Un altro approccio riguarda l’uso di inserti oculari, che sono medicazioni solide da 
inserire nel sacco congiuntivale, superiore o inferiore, destinati a rilasciare lentamente 
ed a velocità controllata i farmaci in essi contenuti. Gli inserti possono presentare 
importanti vantaggi rispetto alle forme farmaceutiche tradizionali, quali tempi di 
permanenza maggiori, minore assorbimento sistemico, possibilità di dosaggi più 
accurati e maggiore stabilità del principio attivo.  
Presentano tuttavia anche alcuni svantaggi come la sensazione di corpo estraneo, la 
fuoriuscita durante la notte e, per gli inserti insolubili, la necessità di rimuovere la 
matrice rimasta, una volta terminato il rilascio del principio attivo. Lo sviluppo di 
sistemi di rilascio che permettano il trasporto ed il rilascio ad un sito specifico di azione 
ed in modo sicuro, è divenuta un’importante area di ricerca. La somministrazione 
oculare di farmaci con sistemi di rilascio innovativi si propone tre obiettivi 
principali: 
• aumento della permeazione del farmaco; 
• rilascio controllato del farmaco, 
• targeting del farmaco al sito specifico di azione. 
Metodi alternativi di somministrazione 
Per superare le barriere dell’occhio e permettere ai farmaci di raggiungere i 
siti intraoculari, possono essere utilizzati metodi alternativi di somministrazione. 
Tali metodiche sono: 
• le iniezioni sottocongiuntivali: l’iniezione viene praticata sotto la congiuntiva. 
Attraverso l’iniezione sottocongiuntivale vengono veicolati 
nel segmento anteriore dell’occhio farmaci che non verrebbero adeguatamente 
assorbiti per via topica. Questo tipo di iniezione viene effettuato 
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prevalentemente nelle infiammazioni e nelle infezioni più gravi 
del segmento anteriore. Negli ultimi anni le iniezioni sottocongiuntivali 
vengono utilizzate sempre meno, infatti diversi studi hanno evidenziato 
che livelli terapeutici simili possono essere mantenuti tramite 
somministrazione frequente di colliri;  
• le iniezioni sub-tenoniane: l’iniezione viene praticata sotto la capsula 
di Tenone, in modo che la sostanza inoculata abbia la possibilità di 
penetrare all’interno dell’occhio per diffusione tramite il limbus o la 
sclera; 
• le iniezioni retrobulbari: vengono effettuate inserendo l’ago all’esterno 
della palpebra inferiore (o all’interno del fornice inferiore) e introducendolo 
lungo il cono muscolare. Solitamente vengono usate in caso di gravi affezioni 
infiammatorie del segmento posteriore dell’occhio (coroiditi, neuriti ottiche). 
In questi casi vengono di solito iniettati corticosteroidi retard che, molto 
probabilmente, penetrano nel lobo oculare per un processo di diffusione; 
• le iniezioni intravitreali: tramite questa somministrazione, i farmaci 
raggiungono direttamente le strutture intraoculari ad elevate concentrazioni. 
Solitamente vengono iniettati antibiotici, corticosteroidi e fibrinolitici. 
Vengono di solito iniettate piccole quantità di formulato (da 0.1 a 0.2 mL) a 
bassa concentrazione di attivo, poiché volumi maggiori possono 
determinare aumento della pressione endoculare e concentrazioni 
elevate possono essere tossiche per il cristallino e la retina. Il rischio 
principale è rappresentato dalle infezioni endoculari e dalla tossicità 
locale. Sono prevalentemente impiegate nel trattamento delle endoftalmiti 
(antibiotici) e del distacco di retina complicato (iniezione di olio di silicone). Questa via 
di somministrazione permette di ottenere concentrazioni terapeutiche di farmaco nel 
segmento posteriore. Una singola iniezione, infatti, assicura la permanenza del 
farmaco per molte ore, dal momento che l’eliminazione dall’umor vitreo è 
generalmente un processo lento. 
 
Fig 1.3 Tipi di somministrazione oculare. A, iniezione sottocongiuntivale; B, 
iniezione subtenoniana; C, iniezione retro bulbare; D, iniezione intravitreale. 
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1.3   Le lesioni corneali 
 
Le lesioni della superficie oculare, cioè della cornea, sono molto frequenti e possono 
avere molteplici cause. Sostanze chimiche, acide o basiche, corpi estranei, radiazioni 
ultraviolette, calore e sfregamento sono tutte cause che possono portare ad 
alterazioni del tessuto corneale. 
Le alterazioni della cornea si possono suddividere tenendo conto della causa che le ha 
generate; si possono così avere: 
• Alterazioni di natura flogistica; sono definite cheratiti e possono essere distinte 
in infettive e non infettive. Fanno parte del primo gruppo le forme batteriche, 
virali e anche le forme micotiche, che  sono di solito secondarie ad un’infezione 
corneale preesistente. Le cheratiti non infettive sono invece dovute ad alterato 
trofismo della membrana. 
• Alterazioni di natura degenerativa; sono dovute a patologie eterogenee come 
la cornea guttata che determina accumulo di collagene e la cheratopatia a 
bandelletta con accumulo di sali di calcio. Nelle forme di distrofia corneale si ha 
opacizzazione progressiva della cornea con perdita della sua caratteristica 
trasparenza e di conseguenza alterazione della capacità visiva. 
• Alterazioni di natura traumatica; le quali possono essere ulteriormente distinte 
in base al tipo di trauma accorso: 
a) traumi di natura meccanica: possono essere lesioni superficiali o profonde e 
perforanti. Graffio di gatto, foglie e rami di piante, oggetti di lavoro o per 
hobbistica, schegge, sono fra le cause più comuni di lesione corneale. 
b) traumi di natura chimica: causticazioni da acidi e basi e, in misura minore, 
lesioni dovute a metalli, tensioattivi e sostanze inorganiche. L’acido solforico è 
la più frequente causa di lesioni da acidi, ma le lesioni più severe sono 
provocate dall’acido fluoridrico. Infatti lo ione fluoruro, grazie al suo basso 
peso molecolare, riesce a penetrare rapidamente nello stroma e a produrre 
danni a tutto il segmento anteriore. Fra le sostanze alcaline quelle che più 
frequentemente sono cause di causticazioni sono ammoniaca, soda caustica, 
idrossido di Magnesio e calce. In generale la penetrazione nelle strutture 
oculari è alta per gli alcali, a causa della saponificazione delle membrane 
cellulari ed è scarsa per gli acidi, a causa della precipitazione delle proteine 
cellulari che formano una barriera; la capacità di tamponamento oculare è 
buona per gli acidi mentre è scarsa per le basi [Sarnicola, Conti 2003]. 
c) lesioni tossiche: sostanze chimiche e alcuni farmaci assorbiti a livello sistemico 
possono dare luogo a tossicità oculare di diversa gravità.  
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Indipendentemente dall’eziologia, i sintomi più frequenti che si riscontrano in caso di 
lesione corneale sono la sensazione di corpo estraneo, arrossamento oculare, 
fotofobia, lacrimazione abbondante e riduzione della qualità visiva.  
 I principali processi fisiopatologici che si verificano in caso di lesioni della cornea sono: 
• Edema. Per conservare la sua trasparenza, la cornea è normalmente mantenuta 
in uno stato di idratazione ottimale dall’attività di drenaggio esercitata 
dall’endotelio corneale.  
L’edema, un’alterazione dei processi fisiologici che regolano il ricambio idrico e 
assicurano il giusto grado di idratazione, provoca imbibizione parziale o totale 
del tessuto con ispessimento della cornea e perdita transitoria o permanente 
della trasparenza. A seconda dell’estensione e della localizzazione dell’edema, 
la diminuzione della trasparenza corneale comporta un’alterazione della 
visione che va dall’appannamento fino alla perdita di acuità visiva (la 
sensazione è quella di vedere attraverso un vetro smerigliato). 
• Neovascolarizzazione. La formazione di neovasi a livello della cornea 
rappresenta una forma di difesa ad eventi patologici di varia natura. 
Successivamente all’edema i vasi si sviluppano nell’area colpita e possono 
quindi estendersi sia in superficie che in profondità. I neovasi superficiali 
originano dal plesso limbare superficiale, sono caratterizzati da tortuosità in 
quanto si dividono dicotomicamente e hanno solitamente decorso 
sottoepiteliale. La neovascolarizzazione profonda deriva invece dalle arterie 
ciliari anteriori che formano il plesso limbare profondo e talora dai vasi iridei. 
• Cicatrizzazione. Gli epiteli della superficie oculare sono tessuti autorigeneranti, 
caratterizzati dalla presenza di cellule staminali, localizzate nel fornice 
congiuntivale e probabilmente su tutta la superficie congiuntivale (epitelio 
congiuntivale) e nel limbus (epitelio corneale).  
Il processo cicatriziale ha inizio a livello epiteliale non solo per danni superficiali, 
ma anche nel caso di interessamento del parenchima. Il processo di 
cicatrizzazione dell’epitelio corneale può essere schematizzato in tre fasi: 
migrazione, proliferazione e adesione cellulare. Il contributo di ogni singola fase 
è in relazione alla grandezza e alla profondità della lesione ed alla natura della 
causa. In seguito ad una lesione si assiste ad una pausa del normale processo di 
esfoliazione cellulare, la ferita diventa più larga per perdita delle cellule 
necrotiche e per la definizione dei margini della ferita, le cellule vicine non si 
dividono per almeno un giorno. Le cellule più periferiche e integre invece 
aumentano la loro percentuale di divisione, si appiattiscono e migrano verso la 
lesione. Il processo di proliferazione è complementare alla migrazione cellulare 
durante la riepitelizzazione. Questo processo continua fino a quando la ferita è 
cicatrizzata ed il normale spessore dell’epitelio è riformato. Quando il difetto è 
completamente guarito avviene l’ancoraggio permanente delle cellule con il 
substrato. 
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Nel caso di semplici abrasioni corneali questi processi fisiologici sono sufficienti 
a garantire una completa guarigione ed il ripristino delle normali caratteristiche  
strutturali.  
Le lesioni dello stroma invece sono seguite dalla sintesi di nuovo collagene e 
sostanza fondamentale da parte di fibroblasti. A differenza della Bowman, che 
non si riforma, le rotture della membrana di Descemet vengono integrate da 
una neomembrana ialina formata dalle cellule endoteliali. Qualora siano stati 
coinvolti gli strati sottostanti l’epitelio, possono permanere cicatrici come 
faccette corneali (zone di incompleto riempimento dell’area lesa), nubecole 
(opacità sub epiteliali) o leucomi (cicatrici biancastre molto dense che 
interessano più strati) [Miglior, 1999]. 
 
1.3.1  Terapia per la riepitelizzazione corneale 
 
La veloce riparazione dell’epitelio corneale è un evento ricercato dall’oftalmologo in 
quanto riduce la sintomatologia dolorosa del paziente e previene il rischio di 
complicanze infettive in un tessuto particolarmente delicato quale la cornea. 
Normalmente la riparazione fisiologica di aree disepitelizzate richiede poche decine di 
ore, al massimo qualche giorno, con un’ampia variabilità inter-individuale, ma in 
alcune condizioni come diabete mellito, pazienti con la patologia dell’occhio secco e 
portatori di lenti a contatto,  i processi di riparazione della cornea possono essere più 
lenti. Fra le terapie più utilizzate per favorire la riepitelizzazione troviamo: 
 Aminoacidi: l’utilizzo clinico degli aminoacidi in pazienti con lesioni cutanee o  corneali 
ha dato spesso risultati soddisfacenti con miglioramento della riparazione   
apprezzabile clinicamente. Vinciguerra e coll., nel 2002, hanno osservato e descritto un 
significativo miglioramento, sia della velocità che della qualità della riparazione, nella 
riepitelizzazione corneale dopo chirurgia refrattiva  in pazienti trattati con aminoacidi 
essenziali per via sistemica. Alla base di questo trattamento si trova l’obbiettivo di 
mettere il tessuto leso nelle migliori condizioni per espletare i suoi normali processi 
riparatori, evitando carenze di substrati nutrizionali tali che possano interferire con il 
trofismo delle cellule in replicazione. 
 
 Membrana amniotica: la membrana amniotica costituisce lo strato più interno della 
porzione fetale della placenta che si sviluppa dal 7° giorno di gestazione. Essa è dotata 
di proprietà antinfiammatorie, in quanto aumenta l’apoptosi delle cellule flogistiche 
chemotatticamente attratte ed attivate in situ, e di proprietà riepitelizzante, dovuta 
all’espressione dei fattori di crescita. Ha anche attività antivirale  riconducibile 
all’aumento di espressione di cistatina e proprietà antibatterica dovuta a fattori non 
ancora ben identificati. Le sue applicazioni possono essere sia extraoculari, come nella 
ricostruzione della cavità orale e vescicale, sia intraoculare. 
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 L’applicazione a livello oculare comprende i seguenti casi: 
- Deficit acuto/cronico di cellule staminali limbari; 
- Ulcera o perforazione corneale senza infezione in atto; 
- Neoplasie congiuntivali intraepiteliali; 
- Bendaggio oculare in affezioni miscellanee acute e croniche; 
- Trattamento refrattivo con laser per correzione di ametropie [Ceccuzzi et al., 
2012]. 
 
  EGF: Le nostre cellule comunicano costantemente tra loro per regolare il trasporto e 
l’uso delle risorse e per decidere quando crescere, quando fermarsi, quando morire. 
Questi messaggi sono portati da proteine quali il fattore di crescita epiteliale EGF. 
L’EGF è un piccolo polipeptide composto da 53 aminoacidi ed esplica la sua funzione 
legandosi ad alta affinità ad uno specifico recettore di membrana. Il legame del 
polipeptide alla porzione extracellulare del recettore, attiva il dominio intracellulare 
tirosino-chinasico e scatena una cascata di secondi messaggeri che stimolano la 
divisione, la differenziazione e la sopravvivenza cellulare. Partendo da queste 
considerazioni alcuni ricercatori hanno prospettato l’uso dell’EGF per favorire la 
riepitelizzazione corneale. Holland et al. nel 2012 hanno saggiato lenti medicate con 
hrEGF ottenendo buoni risultati negli studi preliminari. 
 
Acido ialuronico: largamente utilizzato in contattologia e nella prevenzione e 
trattamento delle piccole lesioni dovute all’occhio secco”marginale”. Squilibri nella 
lacrimazione e fattori ambientali quali fumo, polvere, vento, uso del computer (che 
causa la riduzione della frequenza degli ammiccamenti) possono concorrere alla 
formazione di piccole lesioni corneali, soprattutto nei portatori di lenti a contatto. 
L’acido ialuronico, polimero viscoso e igroscopico, ha proprietà antinfiammatorie e 
stimola la proliferazione cellulare; aiuta quindi a mantenere l’idratazione nell’area 
precorneale e gioca un ruolo importante nella guarigione delle lesioni del tessuto 
precorneale. Infatti ad oggi risulta  essere uno dei componenti più utilizzati nella 
formulazione di colliri e sostituti lacrimali [Fagnola et al.,2010]. 
 
Lisato piastrinico: il lisato piastrinico è un emocomponente ad uso non trasfusionale 
ad alto contenuto di piastrine. Le piastrine immagazzinano e rilasciano, se attivate, 
numerosi fattori di crescita capaci di stimolare la replicazione delle cellule 
mesenchimali come fibroblasti, osteoblasti e cellule endoteliali, esercitando peraltro 
azione chemiotattica verso macrofagi, monociti e polimorfonucleati. Fra i principali 
fattori di crescita (GF) rilasciati dalle piastrine troviamo: 
- PDGF (Platelet derived growth factor): ha una potente azione mitogena sulle 
cellule mesenchimali e regola l’attività degli altri fattori di crescita; 
  
 
22
- TGF-β (Trasforming growth factor-β): ha azione chemotattica, stimola 
l’angiogenesi e la produzione di fibronectina, glicosaminoglicani e collagene nel 
tessuto connettivo.  
- VEGF (Vascular endothelial growth factor) ed FGF (Fibroblast growth factor): 
potenti fattori angiogenici e stimolanti le cellule endoteliali; 
- IGF I e II (Insulin-like growth factor I and II): stimolano la replicazione degli 
osteoblasti e la formazione di cartilagine; 
- EGF (Epidermal growth factor) con azione prevalente sulle cellule epiteliali. 
Diversi studi hanno dimostrato che questo emocomponente ad uso topico è 
particolarmente efficace come adiuvante e potenziante i naturali processi rigenerativi 
e riparativi a livello tissutale. Concentrando le piastrine o il lisato leuco-piastrinico e 
applicandolo in sede di lesione si ottiene la liberazione in loco di una grande quantità 
di fattori di crescita e altri mediatori chimici. 
In analogia con quanto avviene per gli altri tessuti dell’organismo, i meccanismi di 
riparazione della superficie oculare coinvolgono le diverse componenti cellulari 
mediante il rilascio di citochine e fattori di crescita, così come il rilascio di collagenasi, 
metallo proteinasi ed altri enzimi. A livello dell’occhio questo processo viene iniziato e 
controllato mediante fattori solubili rilasciati dallo stesso epitelio, dai cheratociti e 
dalla ghiandola lacrimale, quali il Tumor necrosis factor-β, il peptide correlato al gene 
della colecistochinina, il fattore di crescita piastrinico (PDGF), l’interleuchina 6, 
fibronectina, il fattore di crescita tumorale (con attività inibente). L’equilibrio tra fattori 
inibenti e stimolanti risulta fondamentale per una corretta riepitelizzazione. L’uso 
topico di elementi cellulari adiuvanti e potenzianti i normali processi riparativi tissutali 
permette una più rapida ed efficace guarigione del tessuto corneale e congiuntivale. 
Acquisizioni in termini di fisiopatologia, hanno portato a considerare l’impiego del 
siero ricco di fattori di crescita piastrinici, in forma liquida di gocce oculari o di gel, per 
il trattamento delle lesioni sulla superficie oculare, quali quelle derivanti da 
cheratocongiuntivite secca in pazienti refrattari alla terapia tradizionale [Vecchio et al., 
2006; Sangiovanni et al., 2012]. 
Sandri et al. nel 2012 hanno studiato con successo gocce oculari contenenti lisato 
piastrinico nel trattamento dell’ulcera corneale. Nello stesso laboratorio sono state 
preparate formulazioni con lisato  piastrinico veicolato con polimeri mucoadesivi quali 
acido poliacrilico e chitosano [Sandri et al., 2011 ]. 
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1.4  Retinopatie 
 
Con il termine “retinopatie” si intendono tutte quelle malattie che colpiscono la retina. 
Le retinopatie possono coinvolgere la macula o zone di retina periferica, causando 
problemi alla vista la cui conseguenza più comune è il calo della vista, ma che possono 
arrivare fino alla cecità temporanea o permanente. La retinopatia può essere di varie 
tipologie e si diversifica a seconda delle cause che l’hanno generata. Le principali forme 
di retinopatia sono: la retinopatia diabetica; la retinopatia arteriosclerotica e la 
degenerazione maculare senile.  
 
1.4.1 Degenerazione Maculare 
 
La degenerazione maculare senile consiste nell’alterazione della parte centrale della 
retina, la macula. E’ quasi sempre bilaterale ed è la principale causa di cecità nella 
popolazione di età superiore ai 55 anni, colpendo circa l 8% della popolazione, e 
raggiungendo il 30% dopo i 75 anni. Si riconoscono attualmente due forme di 
degenerazione maculare con caratteristiche evolutive diverse: la forma secca o atrofica 
e la forma essudativa o umida. Nella forma secca sono presenti depositi proteici a 
livello della zona maculare, alterazioni pigmentarie e  perdita dei fotorecettori. Non 
sono presenti emorragie sottoretiniche né edema e la perdita della vista è di solito 
graduale. Nella forma essudativa (Fig 1.4) invece si ha neovascolarizzazione anomala 
nella parte posteriore dell’occhio. I vasi sanguigni si sviluppano dietro la retina, 
proliferano e sanguinano, causando il sollevamento della macula dalla sua posizione 
normale e determinando visione confusa e distorta.  
 
  
      
                Fig 1.4 Occhio affetto da degenerazione maculare,forma essudativa.
 
Il danno maculare si sviluppa rapidamente e, senza trattamento, la perdita della 
visione centrale può essere grave e rapida
edema ed essudati o ischemia
da diabete, soprattutto in quelli con diabete di tipo 2.
Lo straordinario patrimonio di conoscenze scientifiche acquisite nell’ultimo
decennio nel campo dell’angiogenesi e della terapia anti
aiutando a trovare nuove soluzioni anche nella terapia della degenerazione
maculare legata all’età, dove è
selettivi per evitare la distruzione delle cellule neurosensoriali della
retina centrale. Alcuni trials clinici hanno dimostrato il beneficio clinico
della terapia farmacologica anti
VEGF, blocca la genesi vascolare della malattia.
 
1.4.2 Retinopatia
 
L’iperglicemia rappresenta il fondament
retinopatia diabetica inducendo cambiamenti nella microvascolarizzazione retinica.
Il danno cellulare a livello endoteliale e dei periciti porta a squilibrio dei meccanismi di 
regolazione dei controlli di flusso c
tessuto retinico. L’ipossia rappresenta il principale induttore nella trascrizione attiva 
dei geni per la sintesi del fattore di crescita dell’endotelio vascolare, tuttavia anche 
l’accumulo di glucosio e/o fr
catabolici della glicosilazione incrementano i livelli di sintesi del VEGF e danneggiano i 
sottili vasi sanguigni della retina. 
In caso di retinopatia diabetica si possono riscontrare:
• Microaneurismi 
 
 
. Il coinvolgimento della fovea da parte di 
 è causa molto comune di ipovisione nei pazienti affetti 
  
-angiogenica sta
 necessario intervenire con trattamenti altamente
 
 
-angiogenica che, attraverso l’inibizione del
 
 diabetica 
ale fattore causale nella patogenesi della 
on conseguente ipossia e accumulo di fluido nel 
uttosio, l’attivazione della proteina chinasi C e i prodotti 
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• Alterazione della permeabilità dei vasi con fuoriuscita di liquidi e/o sangue che 
portano rispettivamente a edema e microemorragie 
• Aree ischemiche dovute a cattiva circolazione in alcuni capillari. Quando le zone 
ischemiche diventano numerose vengono prodotti fattori di crescita per la 
proliferazione di nuovi vasi allo scopo di sostituire i capillari che non riescono 
più a trasportare la necessaria quantità di sangue. I nuovi vasi però, crescendo 
velocemente ed essendo fragili, diventano causa di gravi emorragie nel corpo 
vitreo che possono evolvere fino a causare il distacco della retina. 
La retinopatia diabetica ha un’incidenza maggiore nel diabete mellito di tipo 1 che in 
quello di tipo 2.  
Il fattore principale che determina la comparsa di danni a livello oculare è la durata del 
diabete, infatti solo il 5% circa dei casi di diabete mellito di tipo 2 presenta retinopatia 
diabetica all’esordio, mentre l’incidenza arriva al 50% e al 90% rispettivamente dopo 
10 e 30 anni dalla diagnosi di diabete. Pur essendo meno importanti della durata del 
diabete, anche lo scarso controllo metabolico e l’ipertensione sono fattori rilevanti per 
lo sviluppo e la progressione della patologia.  
Attualmente il trattamento fotocoagulativo laser rimane l’approccio cardine nel 
trattamento della retinopatia diabetica, riducendo il rischio di perdita visiva del 50% 
ma senza un rilevante miglioramento della funzione visiva. Per questo sono state 
investigate nuove terapie che si sono estese anche ai farmaci anti-VEGF [Bandello et 
al., 2011].  
 
1.4.3 Terapia con bevacizumab 
 
Il bevacizumab è un anticorpo monoclonale umanizzato che si lega al fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare (VEGF) inibendolo. Il VEGF è una proteina che regola 
l’angiogenesi, ossia il processo di formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da quelli 
già esistenti.  
L’angiogenesi ha fondamentale importanza in molti processi fisiologici come la crescita 
del tessuto e la cicatrizzazione delle ferite, ma anche in alcune patologie quali 
infiammazioni croniche e l’insorgenza del cancro. In questi casi l’elevata attività 
proliferativa determina una maggiore richiesta di ossigeno e nutrienti, che possono 
essere trasportati fino al tessuto proprio grazie alla formazione di nuovi vasi e ad un 
aumento della loro permeabilità. Inibire la crescita di una rete vascolare anarchica è 
l’obbiettivo degli oncologi che impiegano bevacizumab per vari tumori, tra cui cancro 
del colon-retto e carcinoma del polmone. Gli effetti provocati da questo anticorpo 
monoclonale sono inibizione della neovascolarizzazione e regressione dei vasi già 
formati, diminuzione della permeabilità vascolare, diminuzione dell’edema e della 
diffusione di lipidi e proteine negli spazi extravascolari.  
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 Al di fuori del campo oncologico bevacizumab viene utilizzato per alcune malattie 
dell’occhio come la degenerazione maculare e la retinopatia diabetica, dove i vasi 
intorno alla retina crescono in maniera abnorme provocando seri danni alla vista.  
Molta letteratura è presente sull’uso di bevacizumab in oftalmologia, somministrato 
con iniezioni sottocongiuntivali, con iniezioni intravitreali o come collirio.  
La somministrazione intravitreale e sottocongiuntivale di una singola dose di 1,25 
mg/0,05 mL in conigli pigmentati si è rivelata efficace dal punto di vista del  
raggiungimento di livelli di farmaco soddisfacenti nei tessuti intraoculari. Tuttavia nel 
caso della somministrazione intravitreale si raggiungono concentrazioni sistemiche tali 
da determinare effetti collaterali paragonabili alla somministrazione intravenosa, quali 
ipertensione, patologie trombolitiche ed anche morte [Fung et al., 2006]. Nei casi in cui 
il bevacizumab è stato somministrato come collirio non sono state raggiunte 
concentrazioni efficaci del farmaco nei tessuti intraoculari interessati in quanto 
l’anticorpo monoclonale non riesce a permeare la cornea [Nomoto et al., 2009; Mesut 
et al., 2007].  
In letteratura troviamo anche studi condotti sull’utilizzo di bevacizumab nella 
neovascolarizzazione coroidale secondaria all’uveite [Mansour et al., 2008]. La 
somministrazione intravitreale di bevacizumab effettuata su 10 occhi ha determinato 
la risoluzione della patologia nel 30% dei casi ed un miglioramento della visione nel 
restante 70%. In un altro gruppo di studio costituito da 9 occhi un’unica 
somministrazione intravitreale di farmaco ha determinato un miglioramento 
dell’acuità visiva nel 77,7% dei casi, mentre sono state necessarie due iniezioni 
nell’11,1% dei casi. 
L’uso di bevacizumab è stato riportato anche per il trattamento della retinopatia del 
prematuro, patologia vascolare della retina che si manifesta in neonati pretermine. In 
uno studio su 11 bambini il trattamento con un’unica somministrazione intravitreale di 
bevacizumab ha causato una regressione della malattia nel 100% dei pazienti senza 
l’insorgenza di complicazioni. Rimangono comunque incertezze sulla tossicità oculare e 
sistemica del bevacizumab sui neonati, per cui questo farmaco viene attualmente 
utilizzato in caso di insuccesso dei trattamenti standard con fotocoagulazione laser o 
crioterapia [Kusaka  et al., 2008; Azad et al., 2007].  
Le somministrazioni intravitreali di farmaco si sono rivelate efficaci anche nella 
prevenzione dell’edema secondario talvolta associato al trattamento fotocoagulativo 
nella retinopatia diabetica [Gunther, 2009]. 
Molti studi sono stati condotti anche sull’utilizzo di bevacizumab in combinazione con 
altri trattamenti. Ad esempio, bevacizumab è stato impiegato nel trattamento di 
glaucoma neovascolare, la forma più comune di glaucoma secondario, caratterizzato 
da dolore oculare e pressione intraoculare elevata che può determinare danni del 
nervo ottico. In uno studio sono stati comparati due gruppi, uno trattato solo con 
fotocoagulazione laser mentre l’altro riceveva il trattamento fotocoagulativo in 
combinazione con bevacizumab intravitreale. La regressione della patologia si 
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verificava dopo 127 giorni nel 17% dei casi nel gruppo in monoterapia, mentre 
bastavano 12 giorni per il 100% dei pazienti che ricevevano anche bevacizumab. Per 
quanto riguarda la pressione intraoculare il gruppo trattato solo con fotocoagulazione 
non subiva significative variazioni mentre si verificava una diminuzione di 11 mmHg 
negli occhi sottoposti alla terapia combinata [Ehlers, 2008].  
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Capitolo 2 
Parte sperimentale 
 
2.1 Scopo della tesi 
Il lavoro di tesi ha riguardato lo studio di matrici polimeriche per il rilascio oftalmico di 
farmaci proteici. L’uso di matrici polimeriche presenta alcuni vantaggi, ad esempio 
prolunga la permanenza della formulazione nel sito di applicazione. Le matrici sono 
state preparate mediante liofilizzazione di dispersioni acquose viscose di polimeri 
mucoadesivi quali polivinilpirrolidone (PVP), alcool polivinilico (PVA), idrossipropilmetil 
cellulosa (HPMC) e acido poliacrilico (PAA). 
Ad alcune dispersioni è stato aggiunto mannitolo. 
E’ stato valutato il tempo di ricostituzione della dispersione acquosa dopo aggiunta di 
opportune quantità di acqua alla matrice liofilizzata (solvent sorption time, SST). 
In base ai valori di SST alcune matrici sono state preparate addizionando bevacizumab, 
inibitore del Vascular Endothelial Growth Factor, utilizzato a livello oculare nella 
degenerazione maculare e nella retinopatia diabetica. Le matrici medicate sono state 
sottoposte a sterilizzazione e a studi di diffusione attraverso membrana da dialisi allo 
scopo di valutarne la velocità di rilascio dalla matrice. 
Nella seconda parte del lavoro è stato preparato lisato piastrinico da sangue di conigli 
albini e sono stati studiati metodi per evitare la formazione di coaguli al fine di studiare 
gli effetti del lisato su colture cellulari.  
 
2.2 Materiali 
 
• Acido ialuronico, HA, IAL® 24, FIDIA S.p.a., Italia; 
• Acido Poliacrilico, PAA, Carbopol ®980, BF Goodrich Company, Olanda; 
• Alcool polivinilico 4-88, PVA, Merck, Germania; 
• Idrossipropilmetilcellulosa, HPMC, Methocel K4M premium EP, Colorcon, Gran 
Bretagna; 
• Polivinilpirrolidone, PVP, Kollidon® 90F, Basf, Germania; 
• Mannitolo, Riedel-de Haen, Germania. 
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  2.2.1 Acido ialuronico    
L’acido ialuronico è un polisaccaride lineare ad elevato peso molecolare, formato da 
unità di due zuccheri: N-acetilglucosamina e acido glucuronico.  
Ha una conformazione aperta e flessibile e possiede un’elevata resistenza allo sforzo 
dovuta all’interazione tra le molecole. 
A pH fisiologico è presente in forma salificata come ialuronato e i gruppi carbossilici 
ionizzati gli conferiscono elevata polarità e di conseguenza un’elevata solubilità in 
acqua. 
Nel corpo umano l’acido ialuronico si trova prevalentemente nel tessuto connettivo di 
pelle, fluido sinoviale e umor vitreo ma anche, a concentrazioni minori, in quello di 
polmoni, reni e muscoli scheletrici. 
La presenza di numerosi gruppi ossidrilici che formano legami a idrogeno gli conferisce 
forti proprietà di richiamo osmotico, perciò l’acido ialuronico influenza in modo 
significativo l’idratazione e le proprietà fisiche delle matrici extracellulari. 
Interagisce con recettori implicati nella migrazione, differenziazione e proliferazione 
cellulare e anche nell’espressione genica. 
L’acido ialuronico possiede proprietà antiinfiammatorie ed ha un effetto protettivo nei 
confronti dei processi ossidativi dovuti ai radicali liberi. 
In oftalmologia l’acido ialuronico, utilizzato per la prima volta negli anni ’50 come 
sostituto dell’umor vitreo, ha trovato largo impiego come coadiuvante nella guarigione 
tissutale dell’occhio [Necas et al., 2008]; si è rivelato un ottimo sostituto lacrimale nei 
casi di secchezza oculare, grazie alla capacità di trattenere l’acqua sulla superficie della 
cornea. Sempre in campo oftalmico viene utilizzato per proteggere l’endotelio 
corneale dal trauma meccanico durante l’operazione della cataratta ed è ampiamente 
applicato sulla superficie delle lenti e dell’iride prima della sutura dell’innesto di cornea 
durante la cheratoplastica per migliorare la trasparenza del trapianto [Marjorie et al., 
2011]. 
 
2.2.2 Acido poliacrilico 
L’acido poliacrilico è un polimero sintetico ad alto peso molecolare in commercio col 
nome di Carbopol®. I gruppi carbossilici dello scheletro polimerico degli acidi acrilici 
sintetici sono responsabili di molte caratteristiche dei prodotti, come l’interazione con 
le glicoproteine del muco [Hosmani et al., 2006]. Il Carbopol®980 è l’acido poliacrilico 
più utilizzato in campo farmaceutico perché è un efficiente viscosizzante ed è ideale 
per preparare geli idroalcolici e trasparenti. Trova applicazione anche in campo 
cosmetico nella preparazione di creme e shampoo. 
  
2.2.3 Alcool polivinilico
L’alcool polivinilico (PVA) è un composto chimico ottenuto per idrolisi,
solitamente alcalina, degli esteri polivinilici. Si presenta come un solido bianco solubile 
in acqua calda e insolubile nei solventi organi
Il PVA è completamente degradabile e present
polimeri completamente idrolizzati
idrolizzati. Il PVA ha ottime proprietà filmogene, emulsionanti e adesive, è resistente 
alle sostanze oleose, inodore e non tossico. Ha un’elevata resistenza e plasticità, 
presenta una buona funzione viscosizzante.
Queste caratteristiche, molto importanti per l’uso oftalmico, dipendono dalla quantità 
d’acqua contenuta nel polimero, in quanto essa
resistenza del PVA alla trazione, aumentare la sua capacità di allungamento e la sua 
resistenza allo strappo. 
Il PVA viene usato per conferire proprietà filmogene alle soluzioni oftalmiche con 
conseguente stabilizzazione del film lacrimale.
 
                                  Fig. 2.1 Alcol polivinilico
 
2.2.4 Idrossipropilmetilcellulosa
L’idrossipropilmetilcellulosa (HPMC) è un estere misto di alchil e idroalchil
della cellulosa e si presenta come una polvere fibrosa o granulare, priva di odore e 
sapore, di colore bianco o crema.
colloidale viscosa stabile nel range di pH 3.0
Questo polimero trova impiego in campo farmaceutico come agente viscosizzante, 
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2.2.5 Polivinilpirrolidone 
Il polivinilpirrolidone (PVP) è un polimero sintetico ottenuto dal monomero N-
vinilpirrolidone, solubile in acqua e in altri solventi polari. 
Si presenta come una polvere fine di colore bianco in grado di assorbire acqua fino al 
40% del suo peso, in soluzione ha eccellenti proprietà bagnanti e filmogene. 
E’ usato come viscosizzante nelle preparazioni oftalmiche allo scopo di aumentare il 
tempo di ritenzione del formulato a livello pre-corneale e conferire al prodotto 
maggiori proprietà idratanti e lubrificanti. 
 
2.2.6  Avastin® 
Avastin® viene fornito come una soluzione concentrata per infusione in un flaconcino 
monouso che contiene 100 mg di bevacizumab in 4 mL di soluzione o 400 mg di 
bevacizumab in 16 mL (concentrazione di 25 mg/mL). Il bevacizumab è formulato in 
soluzione acquosa a pH 6,2 contenente 51 mM di sodio fosfato, 60 mg/mL di α,α – 
trealosio diidrato e 0,4 mg/mL di polisorbato 20.  
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2.3 Metodi 
 
2.3.1 Preparazione delle matrici polimeriche 
I polimeri utilizzati per la preparazione delle matrici sono: PVA, PVP, HPMC e PAA. Per 
ogni polimero sono state preparate dispersioni in H2O MilliQ, con e senza mannitolo, 
alle concentrazioni riportate nella tabella 2.1. Sono state preparate anche matrici con 
dispersioni di PAA, mannitolo e lattosio per conferire più consistenza al prodotto. La 
dispersione avveniva per agitazione magnetica a t.a. Aliquote di 100 µL di dispersione 
sono state introdotte all’interno di stampi cilindrici di silicone del diametro di 3 mm e 
sono state liofilizzate nelle seguenti condizioni operative: 
• Il congelamento effettuato alla temperatura di -36°C in 120 minuti, seguito da 
una fase di extrafreeze a -36°C per 10 minuti, ad una pressione di 400 Torr. 
• L’essiccamento primario composto di 4 step: 
-STEP1: -25°C in 360 minuti a 100 mTorr (1,8°C/h); 
-STEP2: -10°C in 240 minuti a 100 mTorr (3,75°C/h); 
-STEP3: +5°C in 420 minuti a 100 mTorr (2,1°C/h); 
-STEP4: +25°C in 240 minuti a 100 mTorr.  
• L’ essiccamento secondario effettuato a +27°C per 120 minuti a 50 mTorr.  
 
      
Dispersione 
Polimero 
%(p/p) 
Mannitolo 
%(p/p) 
Lattosio 
%(p/p) 
PVP1 3 0 0 
PVP2 3 2 0 
PVA1 3 0 0 
PVA2 3 1,8 0 
HPMC1 1 0 0 
HPMC2 1 3 0 
PAA1 0,3 3 0 
PAA2 0,2 3 0 
PAA3  0,2 5 2 
    
     Tabella 2.1: Composizione delle dispersioni polimeriche sottoposte 
                      a liofilizzazione.  
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2.3.2 Sterilizzazione delle matrici 
Le matrici polimeriche considerate migliori sono state spedite alla ditta Gammarad 
Italia, dove sono state sottoposte a processo di sterilizzazione con raggi γ alla dose di 
25 kGy. 
 
2.3.3 Tempi di idratazione delle matrici              
liofilizzate  
Le matrici polimeriche liofilizzate sono state addizionate della quantità di acqua 
sublimata ed è stato misurato il tempo che esse hanno impiegato per reidratarsi. 
Come punto finale è stato considerato l’assenza di tracce di solvente libero e la 
completa idratazione della matrice polimerica. 
Anche i campioni sterilizzati sono stati sottoposti a reidratazione per verificare 
eventuali variazioni nei tempi di ricostituzione. 
Le formulazioni ritenute migliori sono state utilizzate per fare matrici medicate con 
bevacizumab da sottoporre a prove di cessione in vitro e sono state giudicate idonee 
per fare matrici con lisato piastrinico. 
 
 
2.3.4 Metodo analitico 
 
 La determinazione della concentrazione di bevacizumab veniva eseguita mediante 
HPLC Shimadzu  LC-6A munito di rivelatore UV-VIS Shimadzu SPD-10A ad una lunghezza 
d’onda di 280 nm. La colonna utilizzata era una Aeris widepore (150 X 4,60 mm, 
Phenomenex) imopaccata con una fase XB-C8 da 3,6 µm e termostatata a 70°C. Le 
analisi di concentrazioni note di bevacizumab venivano effettuate in gradiente con gli 
eluenti A e B (tab 2.2) costituiti da acqua, acetonitrile e acido trifluoroacetico.  
La corsa di eluizione aveva una durata di 21 minuti ed il flusso era di 1 mL/min. 
La retta di taratura è stata costruita diluendo in acqua Milli-Q o tampone fosfato 
Sorensen isotonico a pH 7,4  concentrazioni note di bevacizumab comprese tra 0,083 
mg/mL, limite di rilevabilità del metodo, e 0,500 mg/mL.  
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  A: CH₃CN + 0,1% TFA B: CH₃CN/H₂O + 0,1% TFA 
1 minuto 0,24 0,76 
4 minuti 0,4 0,6 
21 minuti 0,89 0,11 
23 minuti STOP 
 
Tab. 2.2: caratteristiche del gradiente utilizzato. L’eluente con CH₃CN/H₂O era  
                 costituito da 8 parti di CH₃CN e 92 di H₂O.  
 
2.3.5 Stabilità di bevacizumab 
Campioni di Avastin® sono stati analizzati con HPLC subito dopo la diluizione con H₂O 
Milli-Q e a distanza di tempo per verificarne la stabilità. Le soluzioni, di concentrazione 
compresa tra 0,1 e 0,5 mg/mL , sono state conservate a 4 °C per 2 mesi prima di 
effettuare la seconda analisi. Anche le matrici medicate sono state sottoposte ad 
analisi allo scopo di verificare se il farmaco utilizzato fosse stabile al processo di 
liofilizzazione e sterilizzazione. Le matrici venivano pesate per stabilire la quantità di 
farmaco effettivamente presente e poi dissolte in volumi di acqua Milli-Q utili per 
ottenere concentrazioni adatte all’analisi. 
 
2.3.6 Prove di rilascio in vitro 
 
Per le prove di rilascio le dispersioni polimeriche di HPMC sono state addizionate di 
bevacizumab (0,625 mg) e sono state liofilizzate in stampi cilindrici di silicone del 
volume di 50 µL. Il rilascio del farmaco dalle matrici è stato valutato in vitro utilizzando 
celle verticali di perfusione di tipo Gummer (Fig. 2.2) alla temperatura di 37°C. 
 Le matrici venivano poste su membrana da dialisi in esteri misti di cellulosa 
(Spectra/Por® MWCO 300,000) e idratate con 10 µL di acqua Milli-Q ; il compartimento 
donatore veniva sigillato per evitare l’evaporazione.  
La fase ricevente, del volume di 5 mL, era costituita da tampone fosfato Sorensen 
isotonico a pH=7,4 e veniva mantenuta in agitazione. Prelievi di 2,5 mL venivano 
effettuati ogni 6 ore. 500µL di ogni campione venivano portati a secco e poi ripresi con 
100 µL di acqua Milli-Q in modo da ottenere soluzioni più concentrate in bevacizumab. 
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                                  Fig.2.2 Cella di perfusione 
 
2.3.7 Prove in vivo 
 
Le matrici HPMC1, HPMC2, PVA1 e PVA2, addizionate di fluoresceina sodica come 
tracciante e sterilizzate, sono state valutate in vivo in collaborazione con un gruppo di 
oftalmologi ospedalieri. 
Le matrici venivano inserite nel fornice congiuntivale inferiore di volontari allo scopo di 
valutarne la tollerabilità ed il tempo di idratazione. A causa della forma del fornice 
congiuntivale è stato ritenuto opportuno fare anche matrici di HPMC con lo stesso 
volume di dispersione polimerica ma con diametro di 4 mm anziché 3 mm. 
 
2.3.8 Preparazione del lisato piastrinico 
 
Il lisato piastrinico è stato ottenuto da campioni di sangue prelevati da conigli albini 
New Zealand del peso di 2.5-3 Kg mantenuti in condizioni di stabulazione standard. 
Ogni volta sono stati prelevati circa 8 mL di sangue e addizionati a 2 mL di tampone 
citrato pH 5,5 ad azione anticoagulante. I campioni sono stati centrifugati per 5 minuti 
alla velocità di 3400 g ed il surnatante è stato prelevato e nuovamente centrifugato per 
7 minuti a 5400 g. Il surnatante è stato eliminato ed il plasma arricchito in piastrine 
così ottenuto è stato congelato a -18°C fino all’utilizzo. Lo scongelamento provoca la 
lisi dei corpuscoli con conseguente liberazione dei fattori di crescita in essi contenuti. 
Il lisato piastrinico è stato quindi addizionato ad una soluzione di CaCl₂ 15 mmol/L in 
rapporto 1:1; posto in capsule Petri coperte con parafilm al fine di evitare 
l’evaporazione ed inserito in stufa a 37°C. Dopo 24 h è stato eliminato il coagulo 
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formatosi sulla superficie delle capsule e le porzioni rimanenti sono state dializzate per 
eliminare il calcio in eccesso. La dialisi è stata condotta a 4°C contro DMEM attraverso 
membrana  in acetato di cellulosa (MWCO 3500) per 48 h cambiando il mezzo ogni 12 
h. Il lisato è stato sottoposto a liofilizzazione allo scopo di verificarne la stabilità al 
processo ed è stato reidratato direttamente nel mezzo di coltura cellulare. Nei pozzetti 
sono state poste quantità variabili di liofilizzato per valutare la formazione di coaguli e 
la dipendenza della coagulazione dal rapporto fra lisato piastrinico e mezzo di coltura. 
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Capitolo 3  
Risultati e conclusioni 
 
3.1 Tempi di idratazione delle 
matrici liofilizzate 
 
Le matrici polimeriche a base di PVA, PVP, HPMC e PAA con o senza mannitolo sono 
state sottoposte a prove di idratazione al fine di individuare quella più adatta alla 
veicolazione dei principi attivi di nostro interesse. La prova è stata effettuata anche su 
matrici che avevano subito il processo di sterilizzazione per verificare eventuali 
variazioni nei tempi di ricostituzione (tabella 3.1). Dai risultati ottenuti dal saggio è 
possibile osservare come il tempo di idratazione delle matrici sia, nella maggior parte 
dei casi, molto rapido e fortemente ridotto dalla presenza di sostanze solubili ed 
osmoticamente attive, mannitolo e lattosio. Nel dettaglio si può notare che per le 
matrici contenenti mannitolo i tempi di idratazione sono estremamente ridotti, dalla 
metà per HPMC ad un decimo per PVA. Delle matrici PAA3, preparate a partire da 
dispersioni di acido poliacrilico, mannitolo e lattosio, non sono stati  verificati i tempi di 
idratazione in quanto friabili e difficili da maneggiare, per cui non adatte ad essere 
utilizzate come veicoli di farmaci. Le matrici PAA1 e PAA2 si idratavano 
istantaneamente e sono state anch’esse escluse dagli studi successivi in quanto non 
ritenute idonee come veicoli di farmaci oftalmici. 
Le matrici a base di HPMC si distinguevano invece per i lunghi tempi di idratazione, che 
arrivavano a 40 minuti, e rimanevano piuttosto elevati, intorno a 20 minuti, anche 
quando addizionate di mannitolo. 
In tutti i casi è stato notato che non c’erano sostanziali differenze fra i tempi di 
idratazione delle matrici sterilizzate e di quelle non sterilizzate, indicando che tale 
processo potrebbe essere impiegato e potrebbe non interferire con i tempi di rilascio 
del farmaco dai veicoli utilizzati. 
La matrice HPMC1 è stata ritenuta la più idonea alla veicolazione del bevacizumab in 
quanto, con il suo lento processo di idratazione, 41-46 minuti, probabilmente è in 
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grado di rilasciare il farmaco in periodi di tempo molto lunghi. Tempi di rilascio di BVZ 
dal veicolo molto lunghi sono necessari in considerazione delle vie di somministrazione 
che, per le patologie oftalmiche in cui BVZ è utile, sono principalmente intravitreale, 
ma anche sottocongiuntivale. Queste vie di somministrazione non possono essere 
impiegate per dosi di farmaco ripetute a tempi ravvicinati, in quanto invasive e non 
scevre da effetti collaterali, che divengono più probabili e importanti con la ripetizione 
della somministrazione. Tempi lunghi di rilascio porterebbero invece a diminuire le 
somministrazioni e quindi gli effetti collaterali. 
 
3.2 Stabilità di bevacizumab 
 
Nel corso di questi studi è stato messo a punto il metodo analitico HPLC per BVZ 
ritenuto affidabile per l’analisi di campioni derivanti dagli studi di stabilità e dalle prove 
di rilascio in vitro. 
Il BVZ è stato valutato per quanto riguarda la sua stabilità chimica, sia quando è 
conservato come soluzione commerciale diluita, che quando è inserito nelle matrici, 
sottoposto quindi ai processi di liofilizzazione e sterilizzazione. 
Le soluzioni diluite si sono dimostrate stabili durante i due mesi di conservazione a 4 
°C, infatti il titolo delle soluzioni diminuisce in questo periodo mediamente al 93,8 % 
dell’iniziale, indipendentemente dal valore del titolo iniziale (tabella 3.2). 
Anche nelle matrici sottoposte a liofilizzazione e sterilizzazione il titolo di BVZ è 
diminuito di una percentuale accettabile, attestandosi al  90,7 %, dimostrando che il 
farmaco è stabile a tali processi e confermando che le tecniche di preparazione usate 
per le matrici polimeriche sono applicabili anche alle matrici medicate. 
E’ importante ricordare che in campo farmaceutico l'arco di tempo definito come 
periodo di stabilità è il periodo che intercorre fra il momento della preparazione del 
farmaco e il momento in cui non soddisfa più i requisiti della Farmacopea, ossia ha 
perso oltre il 10 per cento del suo titolo teorico. Sarà comunque essenziale, nello 
sviluppo futuro pianificare studi di stabilità a più lungo termine e su un più ampio 
numero di campioni. 
 
3.3 Prove di rilascio in vitro 
 
Le matrici HPMC1 medicate con bevacizumab sono state sottoposte a studi di rilascio 
in vitro della durata di 96 ore. I campioni prelevati sono stati analizzati con HPLC dopo 
concentrazione 5:1. I profili di rilascio riportati in figura 3.1 dimostrano che la quantità 
cumulativa di farmaco permeata è molto ridotta rispetto agli 0,625 mg inclusi nella 
matrice: dopo 96 ore di permeazione risulta nella fase ricevente solo l’1,76% di BVZ. 
Questo dato sembra in linea con i lunghi tempi di idratazione che la matrice HPMC1 
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presentava: BVZ è un farmaco ad alto peso molecolare (149 kDa) ed il lento rilascio 
dalla matrice potrebbe essere dovuto ad un lento processo di dissoluzione di BVZ 
all’interno della matrice stessa, ma anche alla bassa velocità di migrazione del farmaco 
all’interno della matrice idratata. La matrice idratata presenta infatti un 
comportamento reologico pseudoplastico ed un’alta viscosità, 451 mPa s (dati da un 
lavoro precedente), caratteristiche che non facilitano i movimenti di diffusione delle 
molecole, specie ad alto PM.  
 La bassa velocità di rilascio di BVZ rientra comunque tra gli obiettivi prefissati in 
questo lavoro di tesi, in quanto avrebbe dovuto assicurare una concentrazione attiva di 
farmaco al sito di rilascio, ed in caso di somministrazione intravitreale al sito di azione, 
per periodi prolungati di tempo dopo la somministrazione. 
Ipotizzando che il rilascio di BVZ dalla matrice HPMC1 segua la stessa cinetica 
presentata nelle prime 96 ore, il delivery risulterebbe in grado di rilasciare il 90 % di 
farmaco in 256 giorni (circa 8,5 mesi). Questo tempo è compatibile con una 
somministrazione intravitreale, ma anche sottocongiuntivale, che dovrebbero 
prevedere un piccolo intervento per l’introduzione della matrice solida nel sito di 
applicazione. Sistemi terapeutici con simile modalità di somministrazione, e già 
rilasciati sul mercato, come ad es. Vitrasert®, assicurano un rilascio del farmaco per 
periodi di tempo da 6 a 8 mesi. 
Studi futuri riguarderanno prove di rilascio a tempi più lunghi di 96 ore, in modo da 
poter confermare la cinetica anche a tempi di rilascio prolungati. 
 
3.4 Prove in vivo 
 
Le matrici HPMC1, PVA1 e PVA2, fluorescenti e sterilizzate, sono state valutate da 
oftalmologi ospedalieri su volontari affetti da sindrome da occhio secco. Durante le 
prove sono stati valutati alcuni parametri quali: tollerabilità, sensazione di corpo 
estraneo, velocità di idratazione e tempo di permanenza (valutato come permanenza 
della fluorescenza sulla superficie corneale). 
I risultati dovrebbero orientare la scelta verso la matrice più idonea a veicolare lisato 
piastrinico per la somministrazione di questo prodotto in pazienti che presentano 
lesioni corneali, in prevalenza dovute a patologia da occhio secco. 
Le matrici saggiate hanno mostrato tutte un’ottima tollerabilità (tabella 3.3) e non 
hanno suscitato sensazione di corpo estraneo nei volontari. Sono comunque 
evidenziabili delle differenze nelle velocità di idratazione e conseguentemente nei 
tempi di permanenza sulla superficie oculare. HPMC1 mostra velocità di idratazione 
più lenta rispetto alle matrici a base di PVA, anche se questa differenza non è così 
accentuata come nelle prove di idratazione condotte in vitro. E’ comunque da tenere 
presente che nel processo di idratazione delle matrici in vivo concorrono anche altri 
fattori, oltre al contatto con il fluido lacrimale, come l’ammiccamento e la 
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composizione chimica del fluido lacrimale. L’ammiccamento porta ad un 
mescolamento della matrice e del fluido lacrimale e fa si che il processo di idratazione 
non avvenga in condizioni statiche, ma sotto agitazione, risultando sicuramente più 
veloce. Anche la composizione del fluido lacrimale può influenzare il processo di 
idratazione: alcune caratteristiche chimiche o fisiche, come la presenza di alcuni sali, la 
tensione superficiale o la presenza di agenti facilitanti l’umettamento (mucine), 
possono rendere il fluido lacrimale un liquido di dissoluzione più idoneo per la matrice 
rispetto all’acqua depurata utilizzata nell’esperimento in vitro.  
I tempi di permanenza sulla superficie corneale sono risultati più lunghi per le matrici a 
base di HPMC, anche se nel caso della matrice da 4 mm di diametro la velocità di 
idratazione era troppo lenta. Nel caso della somministrazione topica oculare, infatti, 
l’optimum per un veicolo solido sarebbe quello di dissolversi rapidamente, in modo da 
non provocare effetti da corpo estraneo, ma dare origine ad una dispersione viscosa 
che permanga sulla superficie corneale per lunghi tempi. 
La matrice ottimale non è stata ancora individuata in quanto sono tuttora in corso le 
prove di valutazione su volontari delle matrici non ancora saggiate. 
 
3.5 Preparazione e purificazione di 
lisato piastrinico 
 
Il metodo impiegato per la preparazione e la purificazione di lisato piastrinico ha 
portato ad un prodotto che non è completamente compatibile con il mezzo di crescita 
cellulare: infatti con l’aggiunta di DMEM si ha la formazione di coaguli la cui entità è in 
rapporto con la concentrazione di lisato piastrinico. 
La completa compatibilità con il mezzo di crescita cellulare risulta essenziale ai fini del 
nostro lavoro, in quanto gli studi prevedono di valutare l’efficacia di matrici caricate 
con lisato piastrinico nei processi di proliferazione cellulare e riparazione tissutale. 
Questi studi dovrebbero essere eseguiti su colture cellulari di cellule corneali ed i 
risultati dovrebbero orientare i futuri studi clinici su volontari. 
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Tabelle e grafici 
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TEMPO DI IDRATAZIONE (min) 
  
   Prima sterilizzazione Dopo sterilizzazione 
PVA1 11,25 8 
PVA2 1,8 1,5 
PVP1 11 11,5 
PVP2 4,5 4,5 
HPMC1 41 46 
HPMC2 24,8 22 
PAA1 istantaneo 2 
PAA2 istantaneo 2 
 
Tab 3.1: Tempi di ricostituzione delle matrici polimeriche prima e dopo  
sterilizzazione 
 
 
 
 
  
 
43
 
Concentrazione mg/mL 
Teorico 
Campione appena 
diluito 
Dopo due mesi 
0,10 0,100 0,093 (93,5%) 
0,25 0,193 0,181 (93,8%) 
0,50 0,461 0,434 (94,1%) 
 
Tab 3.2: Concentrazione di BVZ nei campioni appena diluiti e conservati  
a 4°C per 2 mesi.  
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Fig 3.1: Profili di permeazione di BVZ da matrici HPMC1. a: come quantità cumulativa; 
b: come percentuale rispetto alla quantità inserita nelle matrici 
 
 
 
a 
b 
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Tollerabilità 
 
Senso di corpo  
estraneo 
Velocità di  
idratazione 
Tempo di  
permanenza 
HPMC1 *** No ** > 5 min 
PVA1 *** No ** > 3 min 
PVA2+Mannitolo *** No *** > 3 min 
HPMC1  4 mm *** No * > 5 min 
 
Tab 3.3: valutazione degli oftalmologi ospedalieri durante le prove in vivo. 
 Legenda: *scarsa/lenta; ** buona; *** ottima/rapida. 
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